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論 文 題 目  
 Hepatocyte growth factor/c-Met promotes proliferation, suppresses apoptosis, and improves matrix 
metabolism in rabbit nucleus pulposus cells in vitro 
 
論文内容の要旨 
椎間板は中心部の髄核と外層の線維輪から構成される．力学的および化学的ストレスなどの
外的ストレスによって髄核細胞のアポトーシスや基質分解が亢進し，椎間板が変性する．椎間
板機能の破綻は，腰痛や脊椎由来の神経症状を引き起こす．髄核は無血管組織で髄核細胞の増
殖能が低いため再生能が弱く，変性予防が重要となる．変性の予防および治療には，髄核細胞
の増殖を促進し，外的ストレスによるアポトーシスおよび基質分解を抑制する必要がある．一
方，肝細胞増殖因子（hepatocyte growth factor: HGFと略）は，さまざまな細胞において増殖を
促進しアポトーシスや炎症を抑制するが，髄核細胞における作用は不明である．本研究の目的
は，培養髄核細胞における HGFの作用を明らかにすることである． 
 日本白色家兎の腰椎椎間板から髄核組織を採取し，髄核細胞を単離した．髄核細胞における
HGFの特異的受容体である c-Met 産生と HGF添加後の産生量変化を western blotting法で評価
した．HGF（0，1，10，100ng/ml）含有培地で 1，3，5，7 日間培養した後，増殖能を測定し
た．HGF（0，100ng/ml）含有培地に化学的ストレスとして過酸化水素（0.1mM，3時間）ある
いは tumor necrosis factor（TNFと略）-α（100ng/ml，24-48時間）を負荷した．アポトーシスの
評価として terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling（TUNELと略）
染色陽性細胞数と caspase-3/7の産生量を評価した．炎症関連因子である cyclooxygenase（COX
と略）-2 と基質分解因子である matrix metalloproteinase（MMP と略）-3，-9，-13 の TNF-α負
荷後における発現を real time reverse transcriptase-polymerase chain reaction法で検討した． 
 髄核細胞において産生された c-Metは HGFの添加によって低下した．HGF（10，100ng/ml）
添加群の増殖能は，HGF 非添加群と比較して，3，5，7 日目で濃度依存的に有意に亢進した．
HGF 添加群における過酸化水素あるいは TNF-α 負荷後の TUNEL 陽性細胞数の割合はいずれ
も HGF非添加群より低かった．HGFは過酸化水素あるいは TNF-α負荷による caspase-3/7の産
生増加を抑制した．髄核細胞の炎症関連因子と基質分解因子の発現は TNF-α負荷によっていず
れも亢進した．TNF-α負荷で誘導される COX-2，MMP-3，-9の発現上昇は HGF添加により抑
制されたが，MMP-13の発現は変化しなかった．  
 c-MetはHGFの特異的受容体であり，HGFがリガンドとして結合することでmitogen-activated 
protein kinase経路やphosphatidylinositol-3 kinase経路などの細胞内シグナルが活性化する多機能
因子である．本研究では，培養髄核細胞がc-Metを産生し，HGF添加により細胞増殖能が促進
することが判明した．HGF添加によるc-Met産生の低下はHGF/c-Metシグナルにおける負のフィ
ードバックに由来する受容体産生の調節と考えた．髄核細胞のアポトーシスには，過酸化水素
や一酸化窒素による内因性経路とTNF-αやFasリガンドによる外因性経路が関与している．本研
究で，HGF/c-Metシグナルが両経路で生じるアポトーシスから髄核細胞を保護することを示し
た．変性した椎間板では，過剰に発現した炎症性サイトカインによって基質分解が促進する．
HGFが炎症性サイトカインで誘導される髄核細胞のCOX-2，MMP-3，-9の発現を抑制したこと
から，HGFは髄核細胞において基質分解を抑制する作用を持つことが明らかとなった． 
 本研究で，HGFは髄核細胞の増殖を促進し，化学的ストレスによって生じるアポトーシスか
ら細胞を保護し，基質分解を抑制することを示した．髄核細胞におけるHGF/c-Metシグナルを
制御することにより，椎間板変性の進行を抑制できる可能性がある． 
